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METHODE DE DIAGN OSTIC PR T.A SCHTZOPRRFNTTT? 

La presente invention concerne une methode de diagnostic de la 
schizophrenic. Elle concerne plus particuUerement un precede de detection de 
variations dans une sequences repetees d'ADN presente dans le gene TH, dont 
certaines formes apparaissent specifiquement dans les patients schizophreniques. 
L'invention concerne egalement des amorces utiHsables pour le detection d'alleles 
specifiques de cette sequence repetee, associees a la schizophrenic. 

La presence de mutations dans toutes les classes de sequences repetees 
d'ADN est un phenomene connu. Cependant, la signification fonctionnelle de ces 
mutations est indeterminee. Ainsi, les microsatellites representent une classe abondante 
de sequences repetees d'ADN qui presentent un grand polymorphisme lie a des 
variations dans le nombre de motifs repetes (ref 1) et/ou dans la sequence de ces 
motifs. Ces microsatellites ont pour cette raison ete utilises comme marqueurs 
genetiques pour la construction de cartes genetiques et pour l'identification de loci 
impliques dans des pathologies (ref 2). La taille des differents alleles d'un microsatellite 
depend de variations dans le nombre de motifs repetes. Des experiences de sequencage 
de dimeres repetes ont ainsi permis de montrer une variation dans le nombre de motifs 
repetes et dans leur sequence. Ces variations peuvent correspondre notamment a des 
repetitions "parfaites", e'est-a-dire sans interruption dans la sequence de bases, ou a 
des repetitions "imparfaites", contenant une ou plusieurs interruptions dans la 
sequences des motifs, qu'il s'agisse de deletions) ou d'insertion(s) (ref 3). De la meme 
facon, des variations de longueur et/ou de sequence ont egalement ete observees dans 
les motifs trimeriques ou tetrameriques repetes. Ainsi, des variations de ce type ont ete 
observees dans les microsatellites HUMHPRTB (ref 4) et HUMTH01 (ref 5). 

La demanderesse s'est interessee plus partievdierement a la recherche 
d'alterations genetiques liees a la schi2»phrenie. A cet effet, la demanderesse a realise 
une etude d'acssociation entre le gene de la tyrosine hydroxylase (TH) et la 
schirophrenie, orientee plus particuUerement sur le microsatellite HUMTH01. La TH 
est l'enzyme limitante de la voie de biosynthese des catecholamines. Differentes etudes 
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genetiques des pathologies psychiatriques et neurologiques ont ete realisees utilisant 
des marqueurs localises dans le gene TH (ref 6 et 7). Cependant, jusqu'a present, fl 
n'existe dans la litterature aucune demonstration d'un association genetique avec la 
schizophrenie. 

5 Le microsatellite HUMTH01 est localise dans le premier intron du gene de la 

tyrosine hydroxylase. Ce microsatellite est constitue de motifs tetrameriques TCAT 
repetes. H presente un certain polymorphisme, differents alleles ayant ete decrits 
possedant des nombres de motifs repetes variables. L'allele le plus souvent rencontre 
comporte 10 motifs reputes et une deletion d'une paire de base dans le cinquieme motif 
10 repete, qui comporte la sequence CAT. 

La demanderesse a ainsi examine l'implication du gene TH dans la 
schizophrenie, en recherchant la presence de variations de sequence et de longueur 
dans le microsatellite HUMTH01. Les resultats obtenus ont permis de montrer que 
l'allele parfait etaient tres rare, et present uniquement chez les patients schizophrenes. 
Ces resultats ont ete reproduits sur des populations de patients d'origine ethnique 
differente. Ainsi, sur une population francaise de 239 sujets dont 94 malades de 
schizophrenie, 6 alleles differents, designes A, B. C, D, Ei et Ep, ont ete detectes. Ces 
differents alleles different les uns des autres de 4 paires de bases (1 motif complet), a 
l'exception des deux plus longs qui different d'une seule paire de bases. Le sequencage 
de ces differents alleles a permis de montrer que le motif repete du microsatellite 
HUMTH01, de sequence TCAT, est parfaitement repete dans les alleles A, B, C et D, 
qui contiennent respectivement 6, 7, 8 et 9 motifs repetes. En revanche l'allele E, qui 
comporte 10 motifs repetes, presente dans la majorite des cas la meme d61etion d'une 
thymidine dans le cinquieme motif repete. Cette deletion conduit a un allele imparfait 
de sequence CTCAT)4(CAT)(TCAT)5, designe Ei (pour imparfait). L'allele Ei est 
l'allele le plus frequent dans la population caucasienne (ref 5). Au contraire, l'allele E 
parfait de sequence (TCAT) 10 (designe Ep) est tres rare. Ainsi, sur l'ensemble de la 
population de schizophrenes testee, seuls 5 patients possedaient l'allele parfait. Les 
resultats obtenus montrent de maniere inattendue que tous les sujets portant l'allele Ep 
30 sont des patients schizophrenes, alors que cet allele est absent de 145 temoins sains 
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(Cf table 1). Ces resultats demontrent une association hautement significative entre la 
presence de 1'allele Ep et la schizophrenie. En outre les 5 patients schizophrenes 
porteurs de 1'allele Ep sont des cas sporadiques de schizophrenie dont le subtype 
clinique est une schizophrenie paranoide dans un cas, une schizophrenie indifferendee 
dans 3 cas et une schizophrenie desorganisee dans 1 cas. 

La demanderesse a ensuite etendu cette etude a une autre population d'origine 
ethnique differente. Ainsi, une etude d'association similaire a ete entreprise sur une 
population de 88 tunisiens. Les resultats obtenus montrent que la frequence des 
differents alleles A-E rencontres dans la population tunisienne testee est 
significativement differente de ceUe observee dans la population francaise (Cf tableau 
1). Pourtant, seulement 4 individus se sont averes etre porteurs de 1'allele parfait Ep, 
tous etant des patients schizophrenes (1 schizophrenie paranoide et 3 schizophrenies' 
indifferenciees) les formes etant la aussi des formes sporadiques. 

Ces resultats constituent la premiere demonstration d'une association entre la 
TH et la schizophrenie. lis montrent clairement que 1'allele parfait Ep du microsatelUte 
HUMTH01 de sequence (TCAT)10 peut etre associe de maniere significative a la 
schizophrenie et constitue de ce fait un outil genetique de depistage de ce type de 
pathologie. 

La specifidte de l'association de cet allele a la schizophrenie a en outre ete 
confirmee par une etude sur une population de 100 patients atteints de psychose 
maniacc-depressive sporadique. La presence de 1'aUeIe Ep n'a ete detectee dans aucun 
de ces patients. 

La mise en evidence de l'association entre cet allele et la sc^ophrenie offre 
de nombreuses apphcations, dans le domaine diagnostique et therapeutique. Ainsi, la 
presente invention offre maintenant. pour la premiere fois, la possibiUte de 
diagnostiquer la schizophrenie par un test biologique et non plus exclusivement par des 
arguments cliniques. Un objet de la presente invention reside plus particuUerement 
dans une methode de diagnostic de la schizophrenie consistant a detecter la presence 
de 1'allele Ep du microsateUite HUMTH01 dans le gene TH. Cette methode est 
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egalement applicable au diagnostic des pathologies du spectre de la schizophrenie, 
telles que notamment la schizotypie, les individus schizoides, etc. L'invention permet 
ainsi d'affiner les criteres de diagnostic de ces pathologies, qui sont aujourd'hui 
uniquement de nature clinique. En outre, l'invention permet egalement de mettre en 
evidence des predispositions a ce type de trouble psychiatrique, par identification d'une 
vulnerabilite genetique dans les families de patients porteurs de cet allele Ep. D'un 
point de vue therapeutique, l'invention permet de maniere avantageuse de definir des 
traitements medicaux plus appropries en fonction du type de schizophrenie. En 
confirmant l'hypothese d'une implication de la voie des catecholamines, l'invention 
permet d'utiliser des therapies plus dblees. En outre, si les implications fonctionnelles 
de la presence de l'allele Ep ne sont pas definitivement etablies, H est a noter que le 
microsatellite HUMTH01 est localise dans le premier intron du gene TH, region dans 
laquelle il a ete demontre un epissage alternatif conduisant a 4 isbformes de la TH (ref 
8). n est done possible que des variations genetiques dans cette region affectent la 
regulation de 1'expression du gene TH, et que cela soit He a 1'apparition de la 
schizophrenie. 

Selon un premier aspect, l'invention concerne done une methode de 
diagnostic de la schizophrenie caracterisee par la detection in vitro de la presence de 
l'allele Ep du microsatellite HUMTH01 dans le gene TH. La mise en evidence de cet 
allele, de sequence (TCAT)10, est caracteristique de certaines schizophrenics. 
L'absence de cet allele n'exclut pas 1'existence d'une schizophrenie, cet allele etant 
rencontre dans 5% des cas environ. Le precede de l'invention est egalement applicable 
a la caracterisation genetique de schizophrenics, et au sous-typage de schizophrenie. 
Comme indique precedemment, l'allele Ep ne semble present que dans des 
schizophrenics sporadiques. Le procede de l'invention est egalement applicable la mise 
en evidence de predisposition a la schizophrenie. 

Dans le procede de l'invention, la detection de l'allele Ep peut etre realisee par 
differentes techniques. Parmi les techniques utilisables, on peut citer preferentieUement 
le sequen?age, la separation sur gel ou encore la technique de SSCP. 
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Concernant le sequencage, toute methode connue de l'homme du metier peut 
etre utilisee. Notamment, il est avantageux d'utiliser un sequenceur automatique 
d'ADN. Le sequencage est preferentiellement effectue sur des matrices double-brin par 
la methode de terminaison de chames en utilisant des amorces fluorescentes. Un kit 
approprie a cet effet est le kit de sequencage Taq Dye Primer Kit de chez Applied 
Biosystem (Applied Biosystem, Foster City CA). Le sequencage du microsateUite 
HUMTH01, ou plus precisement d'un fragment isole portant ce microsatellite, permet 
directement de connaitre l'allele present chez le patient et ainsi de mettre en evidence la 
presence ou non de l'allele Ep de sequence (TCAT)10. Les resultats obtenus par 
sequencage sont presentes sur la figure 2 par exemple. 

Une technique preferee pour la mise en evidence de l'allele Ep est la 
separation sur gel. Cette technique presente l'avantage de permettre la discrimination 
entre les differents alleles en fonction de leur taille, sans qu'il soit necessaire de 
sequencer les fragments d'ADN. Cette technique repose sur la migration, en condition 
denaturante, des fragments d'ADN denatures dans un gel d'acrylamide (de preference a 
6%). La revelation des bandes peut gtre realisee par toute technique connue de 
l'homme du metier, basee par exemple sur l'emploi d'amorces marquees (notamment en 
7 sur le phosphore), sur 1'introduction d'a-dCIP dans les fragments testes, sur l'emploi 
a (alpha) de sondes froides, sur une revelation au bromure d'ethidium, ou encore par 
hybridation (blot) avec une sonde radiomarquee. Un protocole precis de separation sur 
gel est donne a titre iliustratif dans les exemples. Comme indique sur la figure 3, cette 
technique permet, rapidement et sans sequencage, de distinguer entre les alleles A, B, 
C, D, Ei et Ep du microsatellite. 

Concernant la technique ^identification par SSCP, fl s'agit egalement d'une 
methode de separation sur gel d'acrylamide, mais en condition non denaturante. Cette 
technique permet de discriminer les differents fragments en fonction de leur 
conformation (Cf exemples). 

Le precede de l'invention est realise sur un echantillon d'ADN du patient. Cet 
echantillon doit contenir au moins le microsatellite HUMTH01. II contient 
preferentiellement tout ou partie du premier intron du gene TH. Encore plus 
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preferentiellement, il comporte un fragment du gene TH contenant le microsatellite 
HUMTH01 borde de sequences flanquantes. L'echantillon d'ADN a tester peut etre 
obtenu a partir de cellules prelevees au patient II s'agit preferentiellement de cellules 
sanguines (cellules mononucleees par exemple), qui sont aisement obtenues par simple 
5 prelevement sanguin. D'autres types cellulaires peuvent etre utilises tels que 
notamment les fibroblastes, les cellules epitheliales, les keratinocytes, etc. L'ADN est 
ensuite extrait des cellules, et utilise pour la detection de Tallele Ep. Pour cela, l'ADN 
genomique obtenu peut etre digere par des enzymes de restriction, clone dans des 
vecteurs appropries, selectionne pour la TH par exemple ou par hybridation avec une 

10 sonde correspondant au premier intron de la TH, puis analyse comme decrit ci-dessus. 
De maniere tout a fait preferee, FADN extrait est prealablement sounds a une ou 
plusieurs reactions damplification afin dobtenir une quantite importante de materiel 
correspondant a la region portant le microsatellite HUMTH01. ^amplification peut 
etre realisee par toute technique connue de rhqmme du metier, et notamment par la 

15 technique dite de PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki et aL, 

Science 22Q (1985) 1350-1354; Mullis K.B. et Faloona FA, Meth. Enzym. 155 
(1987) 335-350], A cet egard, Tamplification peut etre effectuee en utilisant un "DNA 
thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les specifications du fabricant Les 
conditions de temperature et de milieu utilisees pour Tamplification sont les conditions 

20 generates telles que decrites par exemple dans Maniatis et al., 1989. Des conditions 
specifiques sont egalement donnees dans les exemples. Pour la mise en oeuvre de la 
presente invention, il est avantageux dutiliser un fragment d'ADN portant le 
microsatellite HUMTH01 de taille suffisamment petite. Ceci permet avantageusement 
une discrimination entre les alleles sans devoir recourir au sequengage. En outre, si des 

25 experiences controle de sequengage sont realisees, il est egalement preferable de 
n'avoir a sequencer que des fragments de taille limitee. Avantageusement, le fragment 
d'ADN utilise est un fragment amplifie dune taille inferieure a 300 pb. Ce fragment 
porte le microsatellite HUMTH01 et des sequences flanquantes du gene TH, telles que 
represents sur la figure 1. Encore plus preferentiellement, le fragment amplifie 

30 comprend moins de 200pb. Des resultats particulierement remarquables ont ete 
obtenus avec des fragments amplifies dune taille inferieure a 160 pb, et meme a 100 
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pb. A cet effet, la presente invention decrit egalement des amorces specifiques 
permettant l'amplification de fragments d'ADN de petite taille portant le microsatelHte 
HUM1H01. Ainsi, l'invention decrit en particulier 3 couples d'amorces permettant 
respectivement ramplification de fragments de 192pb, 156pb et 77pb. La sequence de 
ces amorces est donnee dans les exemples, ainsi que la sequence et la position sur le 
gene TH du fragment amplifie. Toute autre amorce permettant l'amplificatin dHin 
fragment de moins de 300pb portant au moins le microsatelUte HUMTH01 et une 
region flanquante, derivee de la sequence presentee sur la figure 1 fait egalement partie 
de la presente invention. Avantageusement, les amorces selon l'invention ont une 
longueur comprise entre 10 et 40 mer et, de preference, entre 15 et 30 mer. La 
sequence de ces amorces peut etre determinee a partir de la sequence donnee dans la 
figure 1, en fonction de la taille du fragment amplifie, de sa localisation autour du 
microsatelKte, et de la longueur choisie des amorces. 

Les amorces utilisees dans le cadre de l'invention peuvent etre synthetisees 
selon toute technique connue de lliomme du metier, et notamment en utilisant la 
chimie des phosphoramidites, eventuellement proteges en B par un groupement 
cyanoethyl, (Sinha et jd.,1984, Giles 1985), avec un synthetiseur automatique d'ADN 
tel que le synthetiseur Applied Biosystem modele 394, (Applied Biosystem, Foster City 
CA), selon les recommandations du fabricant Les amorces peuvent egalement etre 
marquees par toute technique connue de 1'homme du metier. 

L'echantillon d'ADN a tester peut etre un ADN genomique, un ADNc, ou 
egalement un ARN. II s'agit plus preferentieUement du produit d'amplification de 
l'ADN genomique amplifie au moyen d'amorces specifiques telles que decrites ci- 
avant 

Un autre objet de l'invention conceme une trousse de detection de l'aflele Ep 
comprenant un couple d'amorce telles que definies ci-avant. Cette trousse est 
avantageusement une trousse de diagnostic de la schizophrenic 

Comme indique precedemment, la presente invention foumit pour la premiere 
fois une methode genetique de detection et de caracterisation genetique des maladies 
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du spectre de la schizophrenic Outre les applications diagnostic mentionnees, cette 
methode offre egalement des potentiates therapeutiques importantes, Uees notamment 
a un meilleur ciblage du traitement en fonction de l'affection concemee. 

La presente invention sera decrite plus en detail a 1'aide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consideres comme iUustratifs et non limitatifs. 

Liste des Figures 

Egure_l : Sequence d'une partie du premier intron du gene TH incluant le 
microsateUite HUMTH01. La position des amorces d'amplification est indiquee. 

2 : Mis « en evidence par sequencage de l'allele Ep du microsateUite 
HUMTH01. 

3 : Mise en evidence par separation sur gel de l'allele Ep du microsateUite 
HUMTH01. 

TaWe 1 : Distribution des alleles du microsateUite HUMTH01 dans les populations 
testees atteintes ou non de scWzophrenie. 

Exemples 

1. Preparation de l'ADN 

Les echantillons de sang ont ete coUectes sur heparine et les cellules 
mononucleees isolees sur gradient HcoU hypaque (Pharmacia, Upsala, Suede). L'ADN 
a ensuite ete extrait selon les techniques standard. Pour une extraction directe de 
l'ADN, le protocole suivant a ete utilise : 

Le sang recolte a ete verse dans des tubes de 50 ml et du tampon de lyse a ete 
ajoute pour faire eclater les hematies CTAMPON LYSE= 40 ml TRIS HC1 IN pH 7.5 
+ 20 ml EDTA 0.5M + H20 miUiQ qsp 2 L), volume final : 50 mL La suspension est 
ensuite centrifugee 15 min a 2500 rpm a 4°C; le surnageant est jete, 50 ml de tampon 
de lyse sont a nouveau ajoutes au culoL La meme operation (centrifugation, 
elimination du surnageant, reprise du culot dans le tampon de lyse) est repetee deux 
fois. A Tissue de ces 3 centrifugations, le culot est recupere. 
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On ajoute alors : 5 ml de tampon de lyse (pour 5ml de sang au depart) 
125 fil de lauryl sarkosyl 20 % 
50 \il de proteinase K (20 ng/ml) 

La solution obtenue est melangee et mise au bain marie agitant a 55°C pendant 

la nuit 

Le lendemain matin, 2 volumes d'ethanol 95 % sont ajoutes (si 5 ml -> 15 ml 
temiinal), puis la solution est precipitee par inversion jusqu'a la formation d'un flocon. 
L'ADN est alors recupere a l'aide d'une pipette P1000 (avec le bout du cone coupe) 
dans un tube de 5 ml On ajoute ensuite de l'ethanol 80 % et on place le melange dans 
un refrigerateur. Le lendemain matin l'ethanol est change puis, le soir, l'alcool est retire 
et on laisse secher le flocon (le tube est pose a l'envers sur un kleenex). 

L'ADN est alors repris avec du TE IX; suivant la grosseur du flocon la 
quantity de TE varie de 200 jxl a 1 mL On laisse toute la nuit sur machine rotative a 
37°C puis la concentration d'ADN est determinee par spectrometrie. 

2. Population francaise : 

94 patients d'origine differente, atteints de schizophrenie chronique (62 
hommes et 32 femmes, age moyen 42+/-12.3) incluant 21 cas familiaux ont ete 
etudies. Le diagnostic a ete formule selon le critere DSM in (ref 9) en utilisant les 
donnees provenant des tableaux medicaux et d'interview directes suivant la traduction 
francaise du Tableau des Desordres Affectifs et de 1'Anxiete Schizophrenique (SADS- 
LA, ref 10). A chaque patient a ete attribue un sous-type clinique selon la procedure 
decrite, 145 temoins non apparentes ont ete etudies (84 hommes et 61 femmes; age 
moyen 48+/-8.3), ne presentant aucun desordre psychiatrique. 

3. Popul ation tunisiftnnft • 

44 patients d'origine differente, atteints de schizophrenie chronique (33 hommes et 11 
femmes, age moyen 37+/-8.2) incluant 13 cas familiaux ont ete etudies. Le diagnostic 
a ete formule selon le critere DSM IIIR (ref 11) en utilisant les donnees provenant des 
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tableaux medicaux. Ces patients ont ete compares a 44 patients contr61e, sans liens 
entre eux (37 hommes et 7 femmes ; age moyen 35+/-5.9), ne presentant aucun 
desordre psychiatrique. 

4. Amorces utilisS es pour les reactions d'amplification 

La matrice ciblee pour les reactions d'amplification est composee de l'allele Ep 
du microsatellite HUMTH01, dont la sequence est (TCAT)4TCA(TCAT)5. Le 
microsateUite est localise a la position 1070 de la sequence du gene TH tel que publiee 
et accessible dans Genebank (n° D00269). 

Differents couples d'amorces ont ete utilisees pour ramplification par PCR. Ces 
couples sont donnes ci-dessous ainsi que la taille du fragment amplifie. La position de 
ces amorces sur la sequence du gene TH est donnee dans la figure 1 (voir egalement 
SEQIDn°l). 

Couple A: 

1) 5' GGC AAA TAG GGG GCA AAA 3'(sens) (SEQ ED n° 1) et 

2) 5' TTA TCC AGC CTG GCC CAC 3'(antisens) (SEQ ID n° 2), 
La longueur d'amplification prevue est de 192 pb. 

Couple B: 

3) 5' GGC AAA TAG GGG GCA AAA 3'(sens) (SEQ ED n° 3) et 

4) 5' GGC TTC CGA GTG CAG GTC 3'(antisens) (SEQ ID n° 4). 
La longueur d'amplification prevue est de 156 pb. 

Couple C: • 

5) 5* GTT CCT CCC TTA TTT CCC 3'(sens) (SEQ ID n° 5) et 

6) 5' AGG GAA CAC AGA CTC CAT 3' (antisens) (SEQ ID n° 6). 
La longueur d'amplification prevue est de 77 bp 

5. Protoc ole des reactions d'amplification 

Le melange utilise pour la reaction de PCR contient: 40 ng d'ADN genomique 
prepare selon 1'exemple 1, 200 mM de chaque dATP, dCTP, dGTP et dTTP, 18 pmol 
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(100 ng) de chaque amorce, 50 mM KC1, 10 mMTris-HCl (pH 8,5), 1.5 mM MgCl et 
1.0 mCi (a-32p) dCTP (Amersham, UK) dans un volume final de 15 ml. 

Apres une denaturation initiale de 3 min a 96°C, 0.75 unites de Taq 
Polymerase sont ajoutes a chaque echantillon (ADN+mix) a 92°C, cette etape est 
suivie par 30 cycles comprenant une d'hybridation pendant 30" a 56°C, une elongation 
pendant 30" a 72°C et une denaturation pendant 30" a 92°C. 

6. Separation sur gel 

Trois microUtres du produit de la reaction de PCR melanges a 3 microUtres de 
"stop solution" (0.025 de bleu de bromophenol et 0.025 de xylene cyanol, 0.95 de 
formamide desionisee) sont charges dans un gel denaturant (6% 
Acrylamide/Bisacrylamide 19:1). Apres migration electrophoretique (2500 volts, 55 
mA), le gel est demoule et seche. D est mis en cassette (sans ecran amplificateur) avec 
un film XOMAT (Kodak) pour autoradiographie et expose pendant la nuit a 
temperature ambiante. 

7. Protoc ole pour la reaction de PCR-SSCP 

Cette reaction a ete realisee en plusieurs etapes selon le protocole suivant : 

1- Amplification par PCR (Polymerase Chain Reaction) de la sequence able 
d'ADN (150-200 pb) avec marquage radioactif des deux brins (utilisation de a 32 P- 
ATP) ou d'un seul brin (kination d'une des amorces avec y^p.ATP). 

Un ml de produit PCR est melange avec 2,5 ml de tampon de charge (80 % 
formamide deionisee, 50 mM TBE, 1 mM EDTA, 0.5 % Xylene-Cyanol, 0.5 % Bleu 
de Bromo-Phenol). 

2- Denaturation de l'ADN a 96 °C pendant 3-5 min. 

3- Refroidissement rapide des echantillons dans la glace fondante. 

4- Depot rapide dans un gel non-denaturant de polyacrylamide (6 % 
Acryl/Bisacrylamide 37.5:1, 0,5X TBE). 

5- Migration electrophoretique a 4°C et a 50W ou a temperature ambiante et a 
10W (avec 10 % glycerol dans le gel). 

6- Autoradiographie du gel seche. 
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LISTE DE SEQUENCES 

( 1 ) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE -POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VTLLE: ANTONY 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION : METHODE DE DIAGNOSTIC DE LA SCHIZOPHRENIE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iv) ANTI-SENS: NON 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 
GGCAAATAGG GGGCAAAA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TTATCCAGCC TGGCCCAC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
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GGCAAATAGG GGGCAAAA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(±ii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
GGCTTCCGAG TGCAGGTC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
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GTTCCTCCCT TATTTCCC 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
AGGGAACACA GACTCCAT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 636 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRINS: double 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CTTGAATCTT AACGATCGGA ATGTGGAAAC AAATCCATCC AAAAAATCCA 



60 
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AGGTCCCCGG CTGCTGCACC CAGCCCCCAC CCTACTCCCA CCTGCCCCTG CCTCCCTCTG 120 

CCCCAGCTGC CCTAGTCAGC ACCCCAACCA GCCTGCCTGC TTGGGGAGGC AGCCCCAAGG 180 

CCCTTCCCAG GCTCTAGCAG CAGCTCATGG TGGGGGGTCC TGGGCAAATA GGGGGCAAAA 240 

TTCAAAGGGT ATCTGGGCTC TGGGGTG ATT CCCATTGGCC TGTTCCTCCC TTATTTCCCT 300 

CATTCATTCA TTCATTCATT CATTCATTCA TTCATTCACC ATGGAGTCTG TGTTCCCTGT 360 

GACCTGCACT CGGAAGCCCT GTGTACAGGG GACTGTGTGG GCCAGGCTGG ATAATCGGGA 420 

GCTTTTCAGC CCACAGGAGG GGTCTTCGGT GCCTCCTTGG GCACTCAGAA CCTTGGGCTC 480 

CCTGGCACAT TTAAAATGGG TTTTTATTTA TGGACCTTGA TTGAAATGTG GTGTGAGTTG 540 

TAGCAGTGTC ATTTCCAGGT ACCTTCTCAG GGACACAGGG CGCCCTCCCC CGTCCTCCCC 600 

CGCCCTCCCC TACCCTCCCC CACCAGGCTC CCCATC 636 



[ 
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REVINDICATIONS 

1. Methode de diagnostic de la schizophrenic caracterisee en ce que Ton detecte in 
vitro de la presence de Tallele Ep du microsatellite HUMTH01 dans le gene TH. 

2. Methode selon la revendication 1 caracterisee en ce que la detection de l'allele Ep 
5 est realisee par sequengage et/ou par separation sur gel et/ou par SSCP. 

3. Methode selon la revendication 2 caracterisee en ce que la detection de l'allele Ep 
est realisee par separation sur geL 

4. Methode selon Tune des revendications precedentes caracterisee en ce que la 
detection est realisee sur l'ADN extrait du patient. 

10 5. Methode selon la revendication 4 caracterisee en ce que l'ADN est extrait a partir de 
cellules mononucleees. 

6. Methode selon la revendication 4 ou 5 caracterisee en ce que l'ADN est arnplifie 
prealablement a la detection. 

7. Methode selon la revendication 4 caracterisee en ce que l'ADN arnplifie comprend 
tout ou partie du premier intron du gene TH. 

8. Methode selon la revendication 7 caracterisee en ce que l'ADN arnplifie est un 
fragment tfune taille inferieure a 300 pb portant le microsatellite HUMTH01 et des 
sequences flanquantes. 

9. Methode selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'ADN arnplifie est un 
fragment d'une taille inferieure a 200pb et, de preference, inferieure a 160 pb. 

25 10. Couple d'amorces permettant ramplificatin d'un fragment de moins de 300pb 
portant au moins le microsatellite HUMTH01 et une region flanquante. 



15 
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11. Couple cTamorces selon la revendication 10 caracterisee en ce que les amorces ont 
une longueur comprise entre 10 et 40 mer, de preference entre 15 et 30 rner. 

12. Couple d'amorce selon la revendication 11 caracterisee en ce qu'il est choisi parmi 
le couple A comportant les amorces SEQ ID n° 1 et 2; le couple B comportant les 
amorces SEQ ID n° 3 et 4 et le couple C comportant les amorces SEQ ED n° 5 et 6. 

13. Trousse de detection de Tallele Ep du microsatellite HUMTH01 comprenant tin 
couple d ! amorce selon la revendication 10. 

14. Trousse selon la revendication 13 pour le diagnostic de la schizophrenic 

15. Methode selon la revendication 1 pour la caracterisation genetique de 
schizophrenies. 



16. Methode selon la revendication 1 pour la mise en evidence de predisposition a la 
schizophrenie. 
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CTTGAATCTT AACGATCGGA ATGTGGAAAC AAATCCATCC AAAAAATCCA 
AGATGGCCAG AGGTCCCCGG CTGCTGCACC CAGCCCCCAC CCTACTCCCA 
CCTGCCCCTG CCTCCCTCTG CCCCAGCTGC CCTAGTCAGC ACCCCAACCA 
GCCTGCCTGC TTGGGGAGGC AGCCCCAAGG CCCTTCCCAG GCTCTAGCAG 
CAGCTCATGG TGGGGGGTCC TG 1 ' 3 GGCAAATA GGGGGCAAAA TTCAAAGGGT 
ATCTGGGCTC TGGGGTGATT CCCATTGGCC T 5 GTTCCTCCC TTATTTCCC T 
CATTCATTCA TTCATTCATT CATTCATTCA TTCATTCACC 
ATGGAGTCTG TGTTCCCT 6 GT GACCTGCACT CGGAAGCC 4 CT 
GTGTACAGGG GACTG TGTGG GCCAGGCTGG ATAA 2 TCGGGA GCTTTTCAGC 
CCACAGGAGG GGTCTTCGGT GCCTCCTTGG GCACTCAGAA CCTTGGGCTC 
CCTGGCACAT TTAAAATGGG TTTTTATTTA TGGACCTTGA TTGAAATGTG 
GTGTGAGTTG TAGCAGTGTC ATTTCCAGGT ACCTTCTCAG GGACACAGGG 
CGCCCTCCCC CGTCCTCCCC CGCCCTCCCC TACCCTCCCC CACCAGGCTC 
CCCATC 



Figure 1 




Figure 2 
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